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N P C－ K T細胞 は上 咽頭癌初代培養細胞 と ヒ ト ア デ ノ イ ド由来上皮系細胞株 A d－A Hと の細胞融
合 に よ っ て樹 立化 さ れ た Epstein － Ba rrウイ ル ス くEpstein －Ba rr viru s， E B Vl 産生上皮系細胞株 で あ り ，
N P C－K T細胞 の サ ブ ク ロ ー ン で あ る S 61細胞は さ ら に E B V高屋生性で あ る ． A 2 LIIA H 細胞 は ，
B 95－8 細胞由来 E B Vに よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム し た リ ン パ 芽球様細胞株 と A d－A H細胞 との 細胞融合
に よ っ て樹 立化 さ れ た E B V産生上 皮系細胞株 で あ る ． S 61細 胞 で は 5－ ヨ ー ド デ オ キ シ ウ リ ジ ン
く5－iodode o xyuridin e， IU d RI処理 に よ っ て 巨大融合細胞 ， 封入 体形成 とい っ た ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 増殖 に
特異的 な細胞変性像 が観察 され ， S 61 細胞 は B細胞系 E B V産生細胞株 と は異な り細胞破壊性 に EB V
を産生する こ と が推測さ れ た ． ウイ ル ス 増殖 に 伴う 上皮系細胞 で の E B V ゲノ ム 複製機構 を検討す る た
め ， E B V腐生上皮系細胞株であ る N P C－ K T， S61， お よび A 2 LノA H細胞 を用 い て サ ザ ン プ ロ ッ ト法
に て E B V D N A末端構造 の 解析 を行 っ た ． 上 記 3細胞内 の ウイ ル ス 環 状 D N Aの 末端反復配列
くter min al r epe at， T Rl の コ ピ ー 数 は均 一 であ っ たが ， IU d R処理 に よ っ て ウイ ル ス 産 生 を誘導す る と
種 々 の コ ピ ー 数の T R を有す る ウイ ル ス 線 状 D N Aの 形成が み られ た ． ま た こ の よう に 種々 の コ ピ ー 数
の T R を有 す る線状 D NA を含 む ウイ ル ス に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム した リ ン パ 芽球様細胞株 に お い て
は ， そ の内在す る ウイ ル ス D N Aは EB V産生細胞内環状 D N Aと異 なり種々 の コ ピ ー 数 の T Rを 有
して い た ． E B V産 生細胞内 ウイ ル ス 環 状 D N Aと ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た細胞 内ウ イ ル ス D N Aの
T Rの コ ピ ー 数の 相違 を検討 した結果， ウ イ ル ス 増殖 に 伴う 上 皮系細胞 で の E B Vゲ ノ ム 複製機構 は
D N Aコ ン カ テ マ ー くc o n c ate m e rl を複製中間体 と す る ロ ー リ ン グサ ー ク ル モ デ ル に よ るも の で あ る こ
と が推測 され た ． E B V D N Aの ク ロ ー ン 化 D N Aに よ るサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て E B V産生細胞 と ト ラ
ン ス フ ォ ー ム し た細胞が 保有す る ウイ ル ス D N Aの 比 較解析 を行 っ た と こ ろ ， 両 者の ウイ ル ス D N A
は T R のコ ピ ー 数 を除 い て同 一 で あ る こ と が 確認 さ れ ， ま た N P C－ K T細 胞 と S 61 細胞内 の E B V
D N Aは 同 一 で あっ た ． A 2LIA H細胞 と B 95－8細胞内の E B V D NA も T Rの コ ピ ー 数 を除い て同 一
で あ っ た が ， こ れ ら の E B V D N A は N P C－ K T細胞内 ウイ ル ス D N Aと は異 なる も の で あ っ た ．
Key w o rds Epstein － Ba rr vir us， te r min al repe at， epithelial c ell， D N A
replic ation
1964年 Epstein ら
11 に よ っ て バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫の イ ル ス と して 知 ら れ て お り ， さ ら に ま た ， バ ー キ ッ ト
培養細胞 か ら 発見 さ れ た Epstein －Ba r r ウ イ ル ス リ ン パ 腫お よ び上 咽 頭癌患者血清中の E B V関連抗体
tEpstein．Ba rr viru s， E B VJ は伝染性単核症 の 病原 ウ が高値 を示 す こ と や ， そ の 腰瘍細胞内に E B V ゲノ ム
Abbre viatio nsこ CB L， C Ord blo od lym phocyteニ CC CD N A， C OV alently clo sed circ ular
DN Aニ C S A， CyClo spo rin A ニ D M E M， Dulbe c c o m odified Eagle
，
s m ediu m三 E A， e a rly
a ntige nニ EB N A， E B V－ a S S O Ciated n u cle ar a ntige n妄 EB V， Epstein－ Ba rr viru sニ E D T A，
ethyle n edia min etetr a ac etate三 IU dR， 5－iodode oxyu ridinei k b， kiloba se pairs三 LCL，
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が 存在 し E B V核内抗原 くE B V－a S S O Ciated n u cle ar
a ntigen， E B N Al の 発現 が み ら れ る こ と な どか ら ，
E B V がバ ー キ ッ ト リ ン パ 腫お よ び 上咽頭癌発症 に 深
く関与 し てい る こ とが 示 唆さ れ た
2州
E B Vは ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 科 に 属 し ， ウイ ル ス 粒子
は162個 の カ プ ソ メ ア か ら な る正20面体 の ヌ ク レ オ カ
プ シ ツ ド と それ を と り ま く エ ン ベ ロ ー プ か ら 成 る ．
E B V ゲノ ム は ウイ ル ス 粒子 内 で は 約1 70 キロ 塩基対
くkiloba s epairs， kblの 2本鎖線状 D N A で あ り， その
両端 に は 約 0．5 kbの 末端反復配列 くte r min al repe at，
T Rl を 1 旬 12個程度有す る 研 ． また 上 咽頭癌細胞 な ど
の E B V ゲ ノム 陽性細胞内で は ， 両端の T R同士 が融
合 し て 閉環 状 DN Aくc o v ale ntly clo s ed circ ula r
D N A， C C CD N Al と な っ て存 在 して い る
8ト10I
E B V粒子 内線状 D N A両端の T Rの コ ピ ー 数 は 一
般 に 不均 一 で あ る た め ， E B V感染に よ っ て 生 じた ウ
イ ル ス CCCD N A中の T R のコ ピ ー 数も 各々 異 な る こ
とが 予 想さ れ る こ と か ら ， Ra ab－ Tr a ub ら
11I は上 咽頭
痛 の ク ロ ー ン 性の マ ー カ ー と して T R のコ ピ ー 数 に
注目 した ． T R近傍の D N A をプ ロ ー ブ と し て腫瘍組
織 か ら抽出し た D N A をサ ザン プ ロ ッ ト法 に て検索 し
た と こ ろ ， 6例 の 上 咽頭癌 に お い て T Rの コ ピ ー 数は
各 々 す べ て均 一 で あ っ た こ と か ら ， す で に 腫瘍化 した
細胞に E B V が感染 した の で は な く 一 つ の E B V感染
細胞が腫瘍化 した こ と ， す な わ ち 上 咽頭癌の単 ク ロ ー
ン 性お よび E B V感染の 上 咽頭癌発症 へ の関与が 示 唆
され た と報告 して い る ．
E B V は， in vitro に て ヒ トお よ び マ
ー モ セ ッ トな ど
の新世界ザ ル の B細胞 に 感染 し こ れ を容易 に ト ラ ン ス
フ ォ ー ム く不死化 ， im m o rtaliz atio nl す る こ と が で き
る た め 彗 一 般 的に は B細胞好性 と考 え ら れ て き た ．
しか し ， トラ ン ス フ ォ ー ム し た B細胞内 で は ウイ ル ス
複製は 宿主 細胞 に 厳格 に 制御 さ れ て い る ． 山 方 ， in
viv oに お い て は E B V ゲ ノム の 複製 お よ び ウイ ル ス 産
生 は咽頭上皮ある い は耳下腺組織 に お い て み ら れ る こ
と か ら
1桝 SIB 細胞で は な く 上皮系細胞が真の E B V増
殖 の 場 と考 え ら れ る よう に な っ た ． しか し， 樹 立 化さ
れ た E B V産生細胞株 はす べ て B細胞系 で あ り E B V
産生上皮系細胞株 の 報告 は皆無 で あ る た め ， in vitr o
に お ける 上 皮系細胞 で の E B V増殖機構 の解明 は なさ
れ て い な い ．
当教 室に て樹立化 され た N P じ K T細胞 は ， 上 咽 頭
1ym phoblastoidc ell lin e三 P BL， peripher al
癌初代培養細胞 と ヒ トア デ ノ イ ド 由来上皮系細胞株と
の細胞融合 に よ っ て樹立化さ れ た も の で ， 唯 一 の 上咽
頭癌由来 E B V産生上皮系細胞株 で あ る 岬 ．
本研 究で は ， 当教 室に て樹立化さ れ た E B V産 生上
皮系細胞内 ウイ ル ス DNA ， お よ び こ れ ら か ら産生さ
れ た E B Vに よ っ て in vitr o に て ト ラ ン ス フ ォ ー ム し
た B細胞内ウイ ル ス D N Aの 末端構造 を分子生物学的
手法 に て 解析 し， ウイ ル ス 増殖 に 伴 う上 皮系細胞内で
の E B V ゲ ノム 複製機構お よび上 咽 頭癌の 単ク ロ ー ン
性発 生に 関 して 検討 した ．
材料 お よ び方法
工 ． 使用 細胞
1 ． N P C－ K T細胞
上 咽頭痛 く未分化癌1 初代培養細胞と ヒ ト ア デ ノ イ
ド 由来上皮系細胞株 A d－ A H細胞 と の 細 胞融合 に よ っ
て樹 立化さ れ た E B V ゲノ ム 陽 性上皮系細胞株 で あ
り ， 10％牛胎児血清 田 yclo n e， Utah， U S Al加 ダル
ベ ア コ 変法イ
ー グ ル 培地くDulbe c c om odified Eagle
，
s
m ediu m， D M E Ml く日水 ， 東京1 に て34
O
Cで培養 した ．
2 ． S 61細 胞
N P C－ E T細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た
E B V高産生上皮系細胞株であり ， N P C－K T細胞 と同
様 の条件 に て 培養 した ．
3 ． B 95－8 細胞
伝染性単核症由来 E B Vに よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム
し た マ ー モ セ ッ トリ ン パ 球系細胞株 で あ り ， 10％牛胎




4 ． A 2 LJIA H細 胞
B 95－8 細胞産生 ウイ ル ス くB 95－8 ウイ ル ス いこよ っ て
ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た リ ン パ 芽 球様細胞株 であ る
A 2 L細胞と A d－A H細 胞と の 細 胞融合 に よ っ て 樹立
化 さ れ た E B Vゲ ノ ム 陽性 ウイ ル ス 産生上 皮系細胞株




工工 ． ウ イ ル ス 抗原 の 観 察
1 ． E B N A
標本を ア セ ト ン 固定 した 後， 56
0
C で30分間非働化し
た抗 E B N A抗体陽性の 健康成人 血 清と 抗 E B V抗体
陰性補体 用健康成 人血 清 を用 い て ， Re edm a nら
18， の
方法 に 準 じ て 蛍光抗体補体法 に て E B N A の観察を
blo od lym pho cyte三 P B S， phosphate buffered
s alin ei S D S， S Odiu m dodecyl s ulfateニ TP A， 12
－ 0 －tetr ade c anoylphorbol－13－ a C etate三 TR，
ter min al repe at三 V C A， Viral c apsida ntige n
E B V遺伝子複製機構 の 解析
行っ た ．
2 ． 早期抗原くe a rly antige n， E AIお よ び ウイ ル ス カ
プ シ ツ ド抗原くviralc apsid antige n， V C Al
抗核抗体 ， 抗細胞質抗体陰性 の 上 咽頭癌患者 血
清く抗 E A－IgG 抗 尉軌 1 ニ32 0こ 抗 V C A－IgG 抗体
臥 1 ニ1 2抑 を用 い て ， He nle らエ9切 方法に 準 じて蛍
光抗体間接法 に て E Aお よ び V C Aの 観察 を行 っ た ．
また
，
一 部 の 標 本 で は へ マ ト キ シ リ ン ー エ オ ジ ン
くHe m atoxylin －Eo sin， H Eン染色 に て細胞形態 の 観察 を
行っ た ．
HL ウ イル ステ夜の 調整




A 2 LIAH 細胞 は 共 に 1． OXl O5
Cellsノml の細胞濃度 に て培養 を開始 し24時間培養軋
8 0月 gノml の 濃 度 に 5－ ヨ ー ド デ オ キ シ ウ リ ジ ン
く5．iodode oxyuridin e， IU d Rl くSigm a， St． Lo uis，
口S AI を加 え34
0
C 3 日間培養 しさ ら に 培養液 を交換 し
て 3日 か ら 7日 間培養衡 培養液 を 回収 し冷却遠心機
モ デル 50 A－7 佐 久間 ， 束 斜 に て4，000X g20分間遠
心 して 細胞成分を除去 した ． つ い で 上 清 を13，000X g
3時間遠心 した後 ． そ の 沈査 を培養液の 約百分の 一 畳
の D M E Mに 浮遊 して 孔径0．8JL M の メ ン プ ラ ン フ ィ
ル タ ー
， タイ プ A AくM illipo r e， Bedfo rd， U S AJ に て
濾過しウイ ル ス 濃縮液と した ．
B 95－8 細胞 は ， 20nglml の 濃度 の12－ 0 －tetr ade c a n－
Oylpho rbol．13－ a C etate くT PAHSigm aJ を含む 培養液
に て細胞濃度2．OxlO5 c ellslml か ら培養 を開始 し ，
14 日後 に同様 の 操作 に て ウイ ル ス 濃縮瀬 を調整 した ．
IV． E B Yに よ る B細胞 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン
1 ． リ ン パ 球の 分離
ヘ パ リ ン採血 し た臍帯血 お よ び 健康成人 末輸 血 か
ら ， Co n ray．Fic o11法20，に した が い 単核球 の 分離 を
行っ た ． 分離後， 細胞 を R PM ト1 64 0培養液 に て洗浄
し7 20％牛胎児血清加 R P M I－1640 培養液くR F－2 01 に
て2－OXlO
8
c ellslmlの 濃度 で3 7
0
C 24時間培養 し た ． そ
の後， 浮遊 して い る単核細胞をリン パ球として使用 した．
2 一 リ ン パ 芽球横紙胞株の 樹立
リ ン パ 球2．OX lO6 c ells あ た り ウ イ ル ス 濃縮液 を
20旬 50メ1 加 え3 7
0
C に て 2 時間 吸 着 さ せ ， そ の 後
R P M I－1 640培養掛こ て 洗浄 し， 小試験管 に て R F－20
液1 ml で 培養 を開始 し た ． た だ し， 成 人 リ ン パ 球 の
培養 に お い て は 1 ．OJJ gノml の シ ク ロ ス ポ リ ン A
くcyclospo rin A， C S AH サン ド ， 大阪1 を含 む R F－20
液を使用 した ．
試験管に て 1週間培養 し ， つ い で24穴 マ イ ク ロ プ
レ ー トくNu nc， Ro skilde， Den m a rklに 移 しさ ら に 1週
間培養を つ づ けた ■ 細 胞が 十分増殖 し細胞凝集塊 の形
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成が み ら れ た系 をさ ら に 培養瓶 に移 し て 培養を つ づ け
た 一 ウイ ル ス 感染後4週間以上増殖 を つ づ け た も の を
E B Vに よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム した リ ン パ 芽球種細
胞株 く1ym phobla stoidc ell lin e， L C LJと した ．
V ． 高分 子 D NA の 抽出
細胞 を0－8％ NaCl， 0．02％ K Clを含む10m M リン
酸緩衝食塩水 くpH 7．2H pho sphate buffer ed s alin e，
P B SI に て 2 回洗浄 し ， 107 cells あた り 1 ml の 0．5％
サ ル コ シ ル ， 100JL gノmi プロ ティ ナ ー ゼ K くM e rck，
Da r m stadt， F RGlを含む0．5 M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢
酸くethyle n edia min etetr a a cetate， E D T AH 溶液くpH
8．01を加 え500C 5時間消化後， 等量 の フ ェ ノ ー ル お よ
び C工A Aくク ロ ロ ホ ル ム とイ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル を
24こ 1の 割合で混合 した も のン に て 2 回抽出 し た 後 ，
水 層 を 回 収 し て 1 0m M E D T AくpH8 ．Ol， 1 0m M
NaCl を含む 50mM Tris－ H Cl緩衝液くpH 8． Oj に て
24時間透析 を行 っ た ． つ い で100月 gノml のリ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼA くR Na seAHSigm aJ を加え37
O
C 3時 間処 理
し， フ ェ ノ ー ル ， C工A Aに て 2回抽出 した後 ， 水層 を
回収 し て T Eく1 m M E D T AくpH 8．01 を含む 10m M
Tris－ H Cl緩衝液くpH8．0ナ1 に て24時間以 上透析 し た ．
十分 に 透析 した 液を D N A溶液 と し て 40C に て保 存
し ， 260n m の 吸光度 を測定 し D NA 濃度 を求め た ．
VI
．
c c cDN Aの 抽出
Griffin ら
21I
の ア ル カ リ 法に 準 じ て 以 下 の ご と く
行 っ た ． 細胞 5． OX lO6 cells に 0 ．5ml の 2 m M
E D T A， 1 ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム くS Odiu m
dode cyl s ulfate， S D SI を 含 む 5 0m M NaCl溶 液
くpH 12．4J を加 え溶解 し， 10分 間以上 つ よ く 混 和 し た
後30
C
Cに て 3 0分間以 上 静置 し た ． つ い で 1M Tris．
H Cl緩衝液くpH7■1J25jLl， 5 M NaCl溶液60JLl を
加 えた後 ， 10叫 gノmI の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K に て3 7
0
C
30分間消化 を行 っ た ． そ の 後200Cに て10分間冷却 し
0－2M NaCl を含む 0．2 M Tris－H Cl緩衝液 くpH 8．OI
で 飽和 し た フ ェ ノ ー ル に て抽出 し， さ ら に 8 へ 10
0
Cに
て10分間冷却 し た ． 冷却後遺心 して水層を 回収 し ， エ
タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た － 回 収 し た D N Aを 1 00メイ gノ
ml の R Nas eA に て 処理 し フ ェ ノ ー ル ， CI A Aに て
抽出し た後 ， 再度 エ タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た ． 回収 し た
D N Aは T E30FLl に 溶解 し ， C C CD N A溶液と した ．
VH． サ ザ ン プ ロ ッ ト法
ウイ ル ス D N Aの 解析 は サザ ン プ ロ ッ ト法22，を 用し1
た 一 高分子 D N A 2．5へ 5－OJL g， C C CD N A溶液 1 5pl
を制限酵素 Ba mH Iあ る い は EcoRIく東洋紡績 ， 大
阪いこ て37
0
C 3時間消化 し ， 1ノノgノmlの エ チ ジ ウ ム ブ
ロ マ イ ド を含む0．4な い し0．6％の ア ガ 由 一 ス ゲ ル に て
142
電気泳動 を行 っ た ． DN A サ イ ズマ
ー カ ー と して は
H indlII消化入 フ ァ ー ジ D N A断片 慄洋紡掛 を 用 い
た ． 泳動終了 後 ， 0．6M NaCl を含む 0．2 M NaO H溶
液中に て ゲ ル を ア ル カ リ 処理 し， つ い で 0． 6M NaC
l
を含む0．2 M Tris－H Cl緩衝液くpH 7．4Hこ て 中和 を
行 っ た ． その 後 ， 6 X S S Cく20X S S Cは 3 M Na
Cl，
0 ．3 M クエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 掛 に て ニ ト ロ セ ル ロ
ー
ス フ ィ ル タ ー くSchleiche r8z Schu ell， Da s sel， F R Gl
に DN Aを移 し た ． その 後 ， フ ィ ル タ
ー を 2 X S S Cに
て 洗 い 風 乾 し ， 80
0
C5時間熱処 理 して DN Aを フ ィ ル
タ ー に 固定 した ．
Vln． D NA プロ ー
ー プ の 作成
本実験に お い て 使用 した プ ロ
ー ブ は す べ て ， 金沢大
学が ん研究所 ウイ ル ス 部 ， 佐藤 博博 士 か ら 供与を う
け た ． X hoI プロ
ー ブ は
， 線状 E B V D N A右末端
Bam H I切 断部位 と右端 T R との 聞 か ら 制 限酵素
x hoH 凍 洋紡糸別 に よ っ て 切 り 出 し た 1 ． 9 k bの




D N A 左末端Ba 汀止H 切断部位 と左 末端 Ec oRI 切断部
位 との 問の 4 k bの D N A断片 で あ る く図 い
川
． コ ス
ミ ツ ド ク ロ ー ン 化 D N Aで ある ク ロ
ー ン 1 ， 2 0， 35，
39 は， そ れ ぞ れ NP C
－K T 細胞産生 ウ イ ル ス くN P C
－
KT ウイ ル ス1 D N Aの コ ス ミ ッ ド ク ロ
ー ニ ン グ に
ょ っ て得 られ た D N Aで あ り ， こ れ ら 四 つ の プ
ロ ー ブ
に よ っ て E B V D N A は その 両末端部分 を除 い て す べ
て 検出可能で あ る く図 21
公124I
． こ れ ら D N A O． 1ル 0． 5
メ g を ニ ッ ク トラ ン ス レ
ー シ ョ ン キ ッ ト ほ 酒造 ， 京
Ba mH l
A T R T R
掛 を用 い て ． 100p Ciの しa －
32Pjd C T Pt7 マ ー シ ャ
ム ジ ャ パ ン
，
東 斜 に て 標識 し た ． す な わ ち ， 25声l
の D N A水溶液 に 10FLl の しa－32pコ d CT P， 4jLl の
xl Oニ ッ ク トラ ン ス レ
ー シ ョ ン 用 緩衝液 お よ び 1 月1
の 酵 素溶液 くD N A ポ リメ ラ
ー ゼ I ， D Na s eI を含
む1 を加 え ， 15
0
C 2時 間反応させ 標識 を行 っ た ． 反 応
終 了後 フ ェ ノ ー ル に て 抽 出 し水層 を 回 収 し ， セ フ ァ
デ ッ ク ス G －50くP ha r m a cia， Uppsala，Swede nlス ピ ン
ヵ ラ ム に て未反 応 亡a － 3
2Pjd C T P を除去 した ， 実験に
は 1．OX lO
8
cpmlFL g 以上 の 比 活性 を も つ も の を使 用
した ．
1X ． ハ イ プ リ ダ イゼ
ー シ ョ ン
D N Aを 固定 した フ ィ ル タ
ー を 3 XS S Cに て65
0
C30
分間 ． つ い で 3 X S S C， 1 X De nhardt 液 く5 x
Denha rdt 液 は 1 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ， 1 ％ フ ィ
コ ー ル
，
1 ％ポ リ ビ ニ ー ル ピロ リ ド ン溶液Hこ て 65
0
C
l時 間 ， さ ら に 1 X De nha rdt瀬 ， 1 M NaCl， 10mM
E DT A， 0．1％ S DS ， 10JJ glml熱変性サ ケ 精子 D N A




C 30分間以 上 前処 理 した ■ 前処 理後 ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液tl XDe nha rdt 液 ， 1M NaCl，
10m M E DT A， 0．1％ S D S， 50JJ glml 熱変性 サ ケ精
子 D N A を含 む 50m M Tris－H Cl緩衝液くpH 7．411 中
に て 熱変性 し た 犯 P標識 プ ロ ー ブ と65
D
C14時間以 上 ハ
イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た ． そ の 後 ， フ ィ ル タ
ー
を2 XS S Cに て 洗浄後 0．1％ SD S を含む 0．1X SS C
に て50
0
C 30分間以 上 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た に の 操作を
Ba m卜H T R T R
Probe
Ec oRl l
ePI S O m e
Xho I
Fig． 1． The str u ctu r e ofte r mini of E
B V－ T he po sitio n s ofthe X hoI probe a
nd
Ec oRI Ipr obe a r ede sign ated．
T he X hoI l ． 9kb fr agm e nt r epre s e ntS u niqu e
D N Aadja c e nt to the right te r min al r epe ats and the Ec o
RI I4k b fr agm e nt
r epr e se nts u niqu e D N Aadja c ent to the left te
r min al r epe ats－ A， 1in e a rfo r mi
B， Cir c ula rfo rm ．
E B V遺伝子複製機構 の 解析
Fig－ 2． Restrictio n e n zym e linkage m ap of N P C－ K T viru s
C O mpa r ed with B 95－8 viru s． T he EcoR I， H indIII， Sal I， Ba mH I
r estrictio n en zym e fr agm e nts of N P C，K T viral D N A w e r e
m ap ped in c o mparis o n with B95－8 vir al D NA． T he m ap
po sitio n s of the N PC－K T c o s mid clo n e sく1，5，6，9，20，35，39，41，
43，471 which w e r e u s ed in dete r mining the re strictio n en zym e




2 回 以上 繰 り返 したナ． 処理 後 ， フ ィ ル タ ー の 水 気を と
り サ ラ ン ラ ッ プ に は さ ん で ， X 線 フ イ ル ム X －Om at
A Rフ イ ル ム X A R－5くKodak， NewYo rk， U S Alに て
血700Cで オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー を行 っ た
成 績
工 ． 蛍光抗体法 お よ ぴ E E染色 に よ る 観察
N PC．K T， A 2 LIA H細胞 は共 に ． 蛍光抗体補体法
Fig． 3． C
E B V遺伝子複製機構 の 解析
Fig． 3． D
Fig． 3． E
Fig－ 3． Im m u n ou o r es c e nc e a nd He m ato xylin －Eosin staining photomicr ogr aphs．
A ． EB N A lo c aliz ed inthe nu clei of N P C－K Tc ellsくX 2001．
B． E B N Alo c aliz ed inthe nu clei of A 2LノA Hc ells くX200J．
C． E A a nd V C A lo c aliz ed in the n u clei a nd cytopla s m s of N P C－K T c ells
tr e ated with 80p glml of I UdR for 3 daysくX 400J．
D － E A a nd V C A lo c aliz ed in the nu clei a nd cytopla s m sof A2LIA H c ells
tr e ated with 80JL glml of I U d R fo r3daysくX 400L




に よ っ て E B N A陽性 で あ る こ と が 確 認 さ れ た く図
3－A， BJ． ま た ， 上記細胞 をI U d R処 理 す る こ と に よ っ
て E Aお よ び V C A が発現す る こ と が 蛍光抗体間接法
に て 確認さ れ た く図 3－C， Dl．
N P C．K T細胞の サ ブ ク ロ ー ン で あ る S 61細胞 を
I U d Rに て 処 理 す る と ， I U d R除去後 2 日冒 に 細胞融
合に よ る多核巨細胞が多数 み ら れ ， 細胞 内に は核内封
入体お よ び細胞質内封入体様構造物 が み ら れ た く図
3－Eト
工I． EBV D NA 末端構 造 の 解析
制限酵素 Bam HI消化 に よ る E B V線状 D N A右端
断片 は 1 コ ピ ー 以上 の T R お よ び約 3．5k bの ユ ニ ー
ク D N Aか ら な り ， 左 端断片 は 1 コ ピ ー 以 上 の T R お
よ び約 4．Ok bの ユ ニ ー ク D N Aか らな る ． し た が っ
て ， E B V D N Aを Ba mH Iに て 消化後 Bam HI右端
断片の ユ ニ ー ク D N A と相補性 が ある X hoI プロ ー ブ
に て ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た場合 ， 8．Okb以
上 の Ba mH I断片 は線状 D N A が同 一 分 子 内で 両端の
T R に て融合 し た 環状 D NA． あ る い は 複数 の 線状
D N A が T R同士 で連結 し た コ ン カ テ マ ー くc o nc at．
em erl に 由来 す る と思わ れ くfu sedte r minil， 7．5kb以
下 の 断片 は線状 D N Aの Ba mH I末端断片 で ある ．
Ba mH I左 端断片の ユ ニ ー ク D N A と相補性が ある
Ec oRI I プロ ー ブ に よ る ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に て
も 同様で あ る ．
l ． N P C．K T細胞内 E B V D N A末端構造の 解析
未 処 理 NPC－ K T 細 胞 の 高 分 子 D N Aお よ び
c c cD N Aの Ba mH I断 片中， X hoI プロ ー ブ と ハ イプ
リ ダイ ズ す る も の と して 9．4kbの 断片の み が検出され
た ． 同様 に Ba mH I左 端断片 を検出す る Ec oRI I プ
ロ ー ブ に て も 9，4k bの 断片の み が検出さ れ た ． これら
の 結 果か ら ， 未処理 N P C－K T細胞内 に は 4 コ ピ ー の
Fig． 4． Southe rn blot a n alysis of vir al ge n o mic ter mini in N P C
－K T c ells a nd
lym phobla stoidc ells tra n sfo r m ed by vir u sfr om N PC
．K Tc ellsくN P C－K Tvir u sl． H igh
m ole c ula r D N As fr o m n o n－tr e ated N P C－ K T c ells く1a n eNo nl， N P CTK T c ells tr e ated
with I U d Rく1a n eI U d RI， C O rd blo od lym phocyte str a n sfo r m ed by N P C－K Tviru sく1a n e
C Bり， a nd tw o differ e nt pe riphe r al blo od lympho cytes くP B Lsl tra n sfor med by
N P C－ K T viru sく1a n eP B L－1， P B L－21， Or C CCD N As fr o m n o n．tre ated N P C－K T c ells
く1a n eCirl a nd N P C－ K T c ells tr e ated with IU d Rく1a n eI U d R－Cirl w e r edige sted with
Ba mH I， Subje cted to ele ctr ophore sis thr o ugh 0 － 4 ％ aga r o s egel， tr a n Sfered to
nitro c ellulo s efilte r s and hybridiz ed with
32P－1abeled X hoI pr obe くright pa n el o r
Ec oRI Ipr obeく1eft pa n el ．
E B V遺伝子複製機構の 解析
T R をも つ 1種類 の ウイ ル ス cc cD N A が保有 さ れ て
い る こと が 明ら か と な っ た く図 4 ， レ ー ン No n， Cirl．
王Ud R処理 に よ っ て ウイ ル ス 産生 を誘導す る と ， 高 分
子 D N Aに お い て ， X hoI プロ
ー ブ で は 9． 4kb の
fu sedter mini 以 外に 新た に 8．9， 8．4 ， 5．2， 4 ．7kbの
断片が 検出さ れ ， Ec oRI I プロ ー ブ で は9．4k b断片以
外に8．9， 8．4 ， 5 ．7
－
，
5．2k bの 断片が 検出さ れ たくレ ー
ン I U d Rト XhoI， Ec oRI I プロ ー ブ共 に 9．4 ， 8．9 ，
8．4k b断片と 反 応 した こ と か ら ， こ れ ら は ウイ ル ス 線
状 D NA の 両端が 融合 し た fu s ed te rmini と 思 わ れ
た ． XhoI プロ ー プ で 検 出され た 5．2， 4 ．71くb 断片お よ
び Ec oRI I プロ ー ブ で検 出さ れ た 5．7 ， 5 ．2kb断 片
は， それ ぞ れ ウイ ル ス 線状 D N Aの Ba mHI右端お よ
び左端断片と考 え られ た ． cc cD N Aの 解析で は 未処 理
N P C．K T細胞 と 同 じ9．4k bの 断片の み が 検出さ れ ，
高分子 D N Aの 解析 で検出さ れ た 8．9， 8．4k bの 断片
は検出さ れ な か っ た くレ ー ン I U d R－Ciり．
N P C－K T ウイル ス に よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム し た
臍帯血 由来 L C Lで は ， X hoI プロ ー ブ に よ っ て8 ．9 ，
9．4
，
9．9， 10．4k bの 四 つ の Ba mH I断片が 検出さ れ ，
Ec oRI 工 プロ ー ブ に よ っ ても 同 じサ イ ズの 断片が検出
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され た くレ ー ン C B Lト こ れ ら は ウイ ル ス 環状 D N Aに
由来す る fus ed termini と思 わ れ た ． 成人 末梢血 由来
L C Lに て も 同様 の fu sedtermini と思わ れ る 断片が み
られ た がくレ ー ン P B L一江 それ 以 外に X bo王 プ ロ ー ブ








EcoRII プ ロ ー ブ で は
5．2， 5．7， 6 ．2
，
6－7k bの 断片が検出さ れ ， こ れ ら は ウ
イ ル ス 線 状 D NA の Ba mHI右端お よ び左 端断片 と思
わ れ た くレ ー ン P Bし2I．
2 ． S61 細胞内 E BV D N A末端構造の 解析
未処 理 S 61細胞の 高分 子 DN Aで は
，
X hoI プロ ー




4 ．7k bの Ba mH I断片が 検出さ
れ
，
Ec oRI I プロ ー ブに よ っ て 9，4． 5 ．7， 5．2k bの 断
片が検出さ れ た く図5 ， レ ー ン No nj． c c cD N Aで は
，
両 プ ロ ー ブ に よ っ て 共に 9．4kbの 断片の みが 検出さ れ
た くレ ー ン C巾 ． こ れ らの 結果か ら ， 9．4lくb の 断片は
ウイ ル ス C C CD N A由来 で あり
， 未処理 S 61 細胞 は 4
コ ピ ー の T R を もつ 1種類 の ウイ ル ス c c cD N A を保
有す る こ とが 判明 し た ． そ の 他の 断片は ウイ ル ス 線状
D N Aの Ba mHI末端断片と 思 われ た ． IUd R処 理 に
よ っ て ウ イ ル ス 産 生 を誘導す る と ， 高分 子 D N Aで
は
，







Fig．5． So uthe r nblot a n alysis of vir al ge n omic terminiin S61c ells a nd lymphoblastoid
C ells tr a n sfo r med by vir u sfr o mS 61 c ells くS 61 viru sl． Right a nd left pa n els sho w
hybridizatio n with X hoI a nd Ec oRI Ipr obe s， r eSpeCtiVely． La n e s a r ed sign ated a s
de s c ribed in Fig， 4．
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の 四 つ の 断片 お よ び4 ．7， 5．2 ， 5 ．7， 6．2k bの 四 つ の 断
片が検出さ れ ． Ec oR 工工 プロ ー ブ に よ っ て 8－9 へ 10 ．4
lくb の 四 つ の 断片お よ び 5．2 ， 5 ．7 ， 6．2， 6 ．7， 7 ．2kb
の 五 つ の 断片が 検出さ れ た くレ ー ン 工U d即 ． 両 プ ロ ー
ブ に よ っ て 共 に 検 出さ れ た 8． 9へ 10．4k bの 断 片 は
fu s ed ter mini 由来 で あ り ， その 他の 断片 は ウ イ ル ス
線 状 D N Aの Ba m壬i工 末 端 断 片 と 思 わ れ た ．
c c cD N Aで は ， 両 プ ロ ー ブに よ っ て共 に9．4k bの 断片
の み が 検出 さ れ た くレ ー ン IUd R．Cirl－
S61細胞産 生 E B Vに よ っ て ト ラ ン ス フ ォ
ー ム した





10．4k bの 四 つ の 断片が 検出され ， こ れ らは
ウイ ル ス 環状 D NA 由来 の fu sedte rmini と思わ れ た
くレ ー ン CB Ll． 成人 末梢 血由来 L CL で は ， 8． 9
ル





6．2k bの 四 つ の 断片が 検出さ れ ， Ec oRI I
プ ロ ー プ に よ っ て 5，7， 6 ．2， 6．7k bの 三 つ の 断片が 検
出さ れ たが ， こ れ ら は ウ イ ル ス 線状 D N Aの Ba m．
HI末端断片と思わ れ た くレ ー ン P B L－21．
3 ． A 2 LIA H細胞内 E B V D N A末端構造 の 解析
未処 理 A 2 LIA H 細 胞 の 高 分 子 D N A お よび
c c cD N Aで は
，
X hoI プロ ー ブお よ び Ec oRII プ ロ ー
ブ に よ っ て 16．9kb の Ba mHI断片の み が 検出され た
こ と か ら
， 未処理 A 2LJA H細胞 は19コ ピ ー の TR を
も つ 1 種類の ウイ ル ス c c cD N Aを保有す る こ と が明
ら か と な っ た く図6 ， レ ー ン No n， Cirl． I U d R処 理 に
よ っ て ウ イ ル ス 産 生 を 誘導す る と ， 高 分子 D N Aで
は
，
X hoI プロ ー プ に よ っ て 16 ．9k bの 断片以 外に
4．7へ 1 3．9 kbの 断片が約0．5 k b き ざ みに 検 出 さ れ ，
Ec oRI Iプ ロ ー ブ に よ っ て 16．9kb の 断片以 外 に5．2ノー
13．9k bの 断片が 約0．5k bき ざみ に 検 出さ れ た くレ ー
ン I U d Rl． c c cD N A で は， 両プ ロ ー ブ に よ っ て 共に
16．9k bの 断片の み が 検出さ れ た くレ ー ン I U d R－Cirl．
A 2LIA H細胞産生 E B Vに よ っ て トラ ン ス フ ォ ー
ム し た臍帯 血 由来 L C Lで は ， 両 プ ロ ー ブ に よ っ て と
も に 8．9へ 2 2．4kbの 断片が 約 0． 引くb き ざみ に 検 出さ
れ ， こ れ ら は ウ イ ル ス 環 状 D N A由来 の fus ed
ter mini と思 わ れ た くレ ー ン CB Ll． 成 人 末梢 血由来
L C Lで は
， 両 プ ロ ー ブ に よ っ て共 に 4，7 へ 22．4lくb の
断片が 約0．5k b き ぎみ に み ら れ ， こ れ ら 断片の 一 部は
ウイ ル ス 線状 D N Aの Ba mH I末端断片 と思 わ れた
くレ ー ン P B し21．
Fig．6． So uthe rn blot a n alysis of viral ge n omic ter mini in
A 2 LIA H c ells a nd
lym phoblastoid cells tr a n sfo r m ed by virus fr o m A 2 LノA H c e11s くA 2 LIA H vir u sl．
Right a nd left pa n els sho w hybridizatio n with X hoI a nd Ec oRII pr obes， r e SpeCtiv ely
■
Lan e s a r edesign ated a sde sc ribedin Fig． 4．
E B V遺伝 子複製機構の 解析
4 ． B 95T8 細胞内 E B V D N A末端構造の 解析
未 処 理 B95－8 細 胞 の 高分 子 D N Aお よ び c c c
D N Aで は ， 両 プ ロ ー ブ に よ っ て 共 に 8 ． 9k b の
BanlH I断片 の み が 検 出さ れ た こ と か ら
， 未 処 理
B95－8細胞は 3 コ ピ ー の T Rをも つ 1種類 の ウイ ル ス
cc cD N A を保有 す る こ と が 明 ら か と な っ た く図 7 ，
レ ー ン No n， CirJ． T P A処理 に よ っ て ウイ ル ス 産生 を
誘導する と ， 高分 子 D NA で は ， X hoI プロ ー ブ に
よ っ て 8 ．9k bお よ び 4 －7 k bの 断 片 が 検出 さ れ ，
Ec oRI I プロ ー ブ に よ っ て 8－9k bお よ び5．2k bの 断片
が検出され た くレ ー ン T PAl， 8．9k bの 断片 は fu s ed
termini由来で あ り ， 4 ．7 ， 5．2k bの 断片は ウイ ル ス 線
状 D N Aの Ba mH I末端断片 と思わ れ た ． c c cD N A
で は
， 両プ ロ ー ブ に よ っ て 共 に 8．9lくb の 断片の み が検
出さ れた くレ ー ン T P A．Cirl．
B 95－8 ウイ ル ス に －七 っ て トラ ン ス フ ォ ー ム した臍帯
血由来 L C Lで は ． 両 プ ロ ー ブ に よ っ て 共 に 8．9， 9．4
kbの 2つ の 断片が 検出さ れ ， こ れ ら は ウイ ル ス 環 状
D N A由来 の fu s ed te rmini と 思 わ れ た くレ ー ン
C B Ll． 成人 末梢血由来 L C Lで は ， 8．9， 9．4k bの 断
片以外に X bol プロ ー ブ に よ っ て 4 ．7， 5．2 kbの 断片
Fig． 7． So uthe rn blot a n alysis of vir al
149
が 検出さ れ 一 Ec oRI I プロ ー ブ に よ っ て 5． 2
，
5 ．7kb
の 断片が検出 され た が
，
こ れ ら は ウイ ル ス線 状 D N A
の Bam H I末端断片と 思 わ れ た くレ ー ン P B L－2J．
工王I ． コ ス ミ ッ ド ク ロ ー ン 化 D N Aに よ る E B V
D N Aの 解析
各 E B V産 生 細胞が保有 する E BV ゲノ ム と
， それ
ぞ れ の E B Vに よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム した L C Lが
保有 す る E B V ゲノ ム の 同 一 性 をみ るた め ， 各細胞 か
ら抽出 した D N A を制限酵素 Ba mH Iお よ び Ec 。RI
に て消化 し ， コ ス ミ ッ ド ク ロ ー ン 化 D N Aで あ る ク
ロ ー ン 1
，
20
， 35， 39 をブロ ー プと し て ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン を行 い ウイ ル ス D N Aを比較解析 した ．
四 つ の ク ロ ー ン 化 D N Aに よ る 解析 の 結 果
，
N P じ K T
， S61 細 軋 お よ び こ れ ら の 細胞か ら産 生 さ
れ た E B Vに よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム した L C Lが そ
れ ぞれ 保有す る E BV D N A は． Ba mH I消化 お よ び
Ec oRI 消化 に お い て す べ て 同 一 の 制限酵素切断部位
を有 して い たく図8 へ 1 1J． 同様 に A2LIA H， B9 5T8 細
胞 ， お よ び これ らの 細胞か ら産生 され た E B Vに よ っ
て ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た L C Lが そ れ ぞれ 保有 す る
E BV D N Aも ， Bam HI消化お よ び Ec oRI消化に お
geno mic te r mini in B 95．8 c e11s a nd
1ym phobla stoidc ells transfo r m ed by viru sfro m B 95－8 c ellsくB 95－8 vir u sJ． Right a nd
left pa n els sho w hybridizatio n with X hoI a nd Ec oRI Ipr obe s， r e SPeCtiv ely． La n esare
designated a sde sc ribed in Fig． 4．
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い て す べ て 同 一 の 制限酵素切断部位 を有 して い た －
N P C－ K T ウ イル ス DN A は B 95
－8 ウ イ ル ス
D N A と は明らか に 異な っ て い た ． ク ロ
ー ン35に よ っ
て検 出さ れ た N P C－ KT ウイ ル ス D N Aの Ec oRI
B
断片は ， 同 じプ ロ ー ブ に よ っ て 検出さ れ た B 95
－8 ウイ
ル ス D N Aの Ec oRI C断片 よ り も 12 k b大き か っ
た 個10． 左 パ ネ ル1． こ れ は B95－8 ウイル ス D N Aの
Ec 。RI C断片中に 12k bの 欠損が あ る た め で あ る ． ま
た
．
ク ロ ー ン35に よ っ て 検出さ れ た N P C．K T ウ イ ル
ス D N Aの Ba mHI B 2お よび D 2断片 に 相当す る部
分は ， B 95－8 ウイル ス D N Aに お い て 12k bの 欠損が
あ る た め Ba mlil 工断片 と し て 検出 さ れ た － さ ら に
N P C．K T ウイ JL， ス D N Aの Ba mH II 断 片 は ，
B 95．8 ウイ ル ス D N Aに お い て Ba mH I Tお よ び X断
片と して 検出さ れ た く図10， 右 パ ネ ルt ク ロ
ー ン39に
ょ っ て 検出 さ れ た B 95－8 ウ イル ス D N Aの Ec oRI
Fig． 8．
B 断片 に 相当す る部分 は ， N P C－K T ウ イル ス DN A
に お い て Ec oR工 Cお よ び E 2断片 と し て 検出さ れ
たく図11， 左 パ ネ ル十 こ れ は ， B 95－8 ウイル ス D NA
の Ec oRIB 断片中 に ， N P C－K T ウ イル ス D N A では
さ ら に も う 1 箇所 Ec oR工切 断部位 が あ る た め で ある一
考 察
E BV は伝染性単核症 お よ び バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫に
深 く 関与 し て い る こ と ， ま た in vitr o で は容易 に ヒト
B細胞 を トラ ン ス フ ォ ー ム す る こ と か ら B細胞好性と
考 え られ て き た ． し か し E B Vで ト ラ ン ス フ ォ
ー ムし
た B細胞内 で は ， ウイ ル ス 増殖 は宿主 細胞 に 厳格に制
御 さ れ て い る
12I
in viv ． に お い て は ， 伝染性単核症患者 の 咽頭上皮




性単核症患者や E BV 抗体陽性者の 口 腔咽頭 に E B V
1in e s a nd
E BV－tr a n Sfo r m ed lym phobla stoidc ells with c o s midclo n e
l probe ． H igh m ole cula r
D N Asfro m N P C－ K T c ells tr e ated with I U d Rく1a n eN P C－K Tl， P B Ls transfo r m ed by
N P C－K T vir u sく1a n eN P C－ K TP BU， S61 cells tr e ated with IU d RくIa n eS
61l， P B Ls
tr a n sfo r m ed by S 61 viru stla n eS 61－P B Ll， A 2LIA H c ells tr e ated wit
h IU d Rく1a n e
A 2LIA 軌 P BLs tra n sfo r m ed by A 2LJA H vir u sく1an e A 2 LIA H
－P B Ll， B 95－8 c ells
tr e ated with T P AくIa n e B 95－81， a nd P B Ls tr an sfo r m ed by B 95
．8 viru sく1a n e
B 95，8－PBLI w e r edige sted with Ba mHIくright pa n el， o rEc oRIく1eft pa n el， Subje c
ted
to ele ctropho r esi thr o ugh0． 4 0r O －6％ aga r o s egel， tr a n Sfe r ed to
nitr o c ellulo sefilters
a nd hybridiz ed with
黒
P－labeled c o s midclo n el． Letter s of alphabet at theleft s
ide of
lanes in Figs． 8 to llindic ate Ba mH Ior Ec oRI fr agm e nts o
f E B V D N AくRefe rto
Fig．21．
so uthe r n blot a n alysis of E B V DN A in vir u s
－pr Odu ce r c ell












Fig．9． So uthe rn blot a n alysis of E B V D N A in viru S－pr Odu ce r c el1 1in e s a nd
E B V－tr a n Sfo r med lym phobla stoidc e1s with c o smid clo n e20pr obe－ High m olec ula r
D N As w er edigested by Ba mH Itright pa n eり or Ec oRIく1eft pa n el a nd hybridiz ed
With co s midclo ne 20． La n e s a r ed sign ated a sdes c ribed in Fig．8．
Fig． 10． So uthe rn blot a n alysis of E BV D N A in vir u s－pr Oducer c el1 1 ines a nd
E B V，tra n Sfo r m ed lym phobla stoidc ells with c o smi dclo n e35 probe． H igh m ole c ula r
D NAs w e r edige sted by Ba mH Iくright pa n elJ o r Ec oRIく1eft pa n elJ a nd hYbridiz ed
With c o smi dclo n e35． Lane s a rede sign ated a sde s cribed in Fig． 8．
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が排出され る こ と
251か ら 咽頭 上 皮 に お ける E B V増殖




Wolf ら1 5，は健康人 の 耳下腺組織内に E B V ゲノ
ム が 存在す る こ と を報告 した ． ま た ， 上 皮 系悪 性腫 瘍
で あ る声門上部癌や扁桃癌 の 未分化癌あ る い は低分化
癌 に お い て EB V D N A が検出さ れ る こ と が あ り
抑
抗 ヒ ト免疫不全 ウイ ル ス くhu m a nim m u n odeficie n cy
vir u s， HI Vl 抗体陽性男性同性愛者に み ら れ る こ と が
ある 口 腔毛様白斑症くo r al hairyle ukoplalくial で は上
皮系細胞内 に E B V線状 D N A が認 め られ た
諷
． 以上
か ら ， in viv o に お ける E B V増殖の 場 は B細胞系 よ
り ， む し ろ咽頭上皮あ る い は 耳下腺組織 く特 に 導管 上
皮1 な どの 上 皮系細胞と推測 され る ．
in vitr o に お け る上 皮系細胞 へ の E B V感染 は困難




ミ ク ロ 注 入
叫 や E BV レ セ プ タ ー の 移植
31Iに よ っ
て 上皮 系細胞 へ の E B V感染 が可能で あ る ． Sixbey
ら
321
は ， 伝 染性単核症患者の 咽頭 ぬ ぐ い 液中 に 存在 す
る E B V 野生株 は子 宮頸 郡上 皮初代培養細胞 に 直接感
染 し ， E B N Aの 発現 が み ら れ E Aお よ び V C A も誘




マ ウ ス 継代上 咽頭癌細胞 に お い て 自然に ウ イ ル ス 増殖
が お こ り ウイ ル ス 粒子 の 形成が み られ た こ と を報告し
た ． 以上 の 点 か ら も ， 上 皮 系細胞 に お い て E B V感
染 ， ウイ ル ス D N A複製 お よ び ウイ ル ス 産 生が 可能で
あ る と 思 わ れ る ．
滝元 ら に よ っ て 樹立 化 され た N P C－K T細胞 は ， 上
咽 頭癌初代培養細胞 と と ト ア デ ノイ ド 由来上皮系細胞
株 A d－A H細胞 と の 融 合細胞 で ， EB V産 生 上 皮系細
胞株 で あ る
16I
．
こ の 細胞 は 表面免疫 グ ロ ブ リ ン ． Fc レ
セ プ タ ー
，
補体 レ セ プ タ ー くC R l， CR21 な どの B細胞
関連表面 マ ー カ ー は陰性 で あ り ， E B Vに よ っ て トラ
ン ス フ ォ ー ム し た B細胞 と の 融合細胞 で は な い こ とが
証 明 さ れ た
帥
． ま た ， 上 咽頭粘膜お よ び上 咽 頭癌組織
に お い て 上 皮系細胞と リ ン パ 球の 細 胞融合が電顕的に
観察さ れ た こ と
3別 に 注目 し， E B V ゲノ ム 陽性 リ ンパ
芽球様細胞株 と上 皮系細胞株 の 細胞融合 に よ っ て ， あ
る い は B細胞 と上 皮系細胞株 の 融合後 E B V が感染す
る こ と に よ っ て ， 上 皮系細胞が E B V ゲノ ム を保有す
る こ と が 実験的に 証明さ れ た
粥卜 瑚
． A 2 LノA H細胞は，
B95．8 ウイ ル ス に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ
ー ム した ヒ トア
デ ノ イ ド 由来 リ ン パ 芽球様細胞株 A 2 L とヒ トア デノ
イ ド 由来上 皮系細胞 株 A d－A E との 融 合細胞 で ，
E B V産生上皮系細胞株 で あ る
171
．
Fig．11－ So uther n blot a n alysis of E B V D N A in vir u
s－pr Odu c er c ell lin es a nd
E B V－tr a n Sfo rm ed lym phobla stoid c ells with c o s midclone 39pr obe － H igh m ole c ula r
D N As w ere dige sted by Ba mHItright pa n elン o r Ec oRIく1eft pa n el a nd
hybridized
with co s midclo n e3 9． La n es a r edesign ated a sde scribed in Fig－ 8．
E B V遺伝子複製機構 の 解析
現在ま で の と こ ろ in vitr oで 樹立 化 さ れ た E B V 産
生細胞株 は す べ て B細胞系で あ り ， E B V産 生 上 皮系
細胞株の 報告 は皆無で あ っ た ． した が っ て ， 上 記 2細
胞， 特に N P C， K T細胞 は上 皮系細胞 に お け る E B V
増殖過程 を検討 す る上 で き わ め て 有用 な 実験系 で あ
る ． ま た N P C－K T細胞の サ ブ ク ロ ー ン で あ る S 61細
胞で は， 工U d R 処 理に よ っ て ウイ ル ス 塵生 を誘導す る
と細胞融合 に よ る多核巨細胞の 形成 お よ び核内封入体
が観察さ れ た ． こ れ は 他の ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 増殖時 に
み られ る細胞変性像くcytopathic cha ngeJを思 わ せ る所
見で あり ， S 61細胞は他の B細胞系 E B V産 生細胞株
とは異な り細胞破壊性 に E B Vを産生 す る こ と が推測
され た ． し たが っ て ， S 61 細 胞 は in l再v o に お け る
E BV 産生細胞 に 非常 に 近 い モ デ ル 細胞 と い え る ．
．と こ ろ で ， 上 咽 頭痛が 単ク ロ ー ン性 で あ る か ， 多ク
ロ ー ン 性で ある か と い う 点 ， お よ び発癌 と E B V感染
の 関連性， す なわ ち上 咽 頭癌は E B V感染細胞 が腫 瘍
化したも の で あ るの か ， ある い は す で に 腰 癌化 し た細
胞に E B V が感染 し た も の で あ るの か と い う 点 は ， 発
癌機構を解明す る上 で 重 要な 点で あ る ．
腫瘍の ク ロ ー ン 性 を反 映す る マ ー カ ー に 関 して は い
ろい ろと検討さ れ て きた が ， 最近 ， B細胞系腫瘍 で は
免疫グ ロ ブ リ ン 遺伝子 再構成， T細胞系腫瘍 で は T細
胞抗原特異的 レ セ プタ ー 遺伝子 再構成 が ク ロ ー ン性の
マ ー カ ー と し て有用 で あ る こ と が 報告 さ れ た 跡 叫 ． ま
た Fialko w ら41Iは
，
グ ル コ ー ス 6リ ン 酸脱水素酵素 ア
イ ソザイ ム およ び 表面 IgM の 検索 か ら バ ー キ ッ ト リ
ンパ 腫 は単 ク ロ ー ン 性 で ある と報告 した ． こ れ に 対 し
て， 上皮系悪 性腫瘍に お い て は有用 な マ ー カ ー が な く
ク ロ し ン性の 検討 は 十分な さ れ て い な い ．
E B V粒子 内線状 D N A は その 両端 に 種々 の コ ピ ー
数の TR を有す る が
， 細胞内 で は そ の 両端 の T R部分
に て 融合 し た c c cD N A と し て存 在 す る た め ，
C CCD N A中の T Rの コ ピ ー 数も ま た 不 均 一 で あ る こ
とが予想さ れ る ． Ra ab－ Tra ub ら1I は ， T Rの コ ピ ー
数の 不均 一 性が E B Vゲ ノ ム 陽性で あ る上 咽 頭癌の ク
ロ ー ン性 を反 映す る と推測 し ， 6例の 上 咽頭癌組織に
お い て E BV D N Aの T Rの コ ピ ー 数 はす べ て 均 一 で
あ っ た こと か ら ウイ ル ス の 単 ク ロ ー ン 性が 示 唆さ れ ，
上咽頭癌 は EB V が感染 した 一 つ の 細胞 が腰 瘍化 ， 増
殖した もの で あ る と結論 し た ． ま た Br o w nら亜，も
， 免
疫グロ ブリ ン遺伝子 再構成 の 検索 に よ っ て 単ク ロ ー ン
性で あ る こ と が証明 さ れ た E B Vゲ ノ ム 陽性悪 性リ ン
パ腺腫瘍組織 に お い て ， E B V D N Aの T Rの コ ピ ー
数が均 一 で あ っ た こ と か ら ， T R は クロ ー ン 性の マ ー




上 皮系細胞 で の ウ イ ル ス 産 生 か ら感染成立
に 至 る ま で の 過程 に お け る E B V D N Aの T R の コ
ピ ー 数の 変化 を詳細 に 比 較検討 し
，
EfヨV に よ っ て ト
ラ ン ス フ ォ ー ム した細胞内で の T Rの 不 均 一 性の 有
無に 関し て 実験的 に 追求 し た報告は な い ． そ こ で 今
回 ， 上 咽 頭癌の ク ロ ー ン 性の マ ー カ ー と して T R が有
用 で あ る こ と を確認す る た め
，
ま た同時 に ． ウイ ル ス
増殖 に 伴 う上 皮系細胞 に お ける E B V ゲノ ム 複製機構
を解析 す る上 で も 有用 な 情報 が得 ら れ る と 考 え ，
E B V 産生 上 皮系細胞株 で ある N PC－K T， S61， A 2LI
A H細胞 ， お よ び各細胞 か ら産 生さ れた E B Vに よ っ
て ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た L C L が保 有 す る E B V
D N Aの 末端構造 を解析 し ， T Rの コ ピ ー 数 の 不 均 一
性の 有無 を検討 した ．
X hoI
，
Ec oRI I プロ ー ブ に よ る 解析 で は ，
N P C－K T， S 61 ， A 2LノA H細胞 は それ ぞ れ T Rの コ
ピ ー 数が均 J な ウイ ル ス C C CD N Aを保有 して お り ，
S 61 細胞 で は線状 D N Aも み られ自然 に ウイ ル ス 増殖
が お こ っ て い る こと が推測さ れ た ． 工U d R処理 に よ っ
て ウイ ル ス 産生 を誘導す ると
，
各細胞 に お い て T R同
士 が 融合 し た fu sedte r mini が ウイル ス D N A複製中
間体 と し て検出さ れ た が ， こ れ ら は アル カ リ法 に よ っ
て 抽出さ れ な か っ た こ と か ら c c cD N Aで はな く
，
切
断点くnickl の 入 っ た 環状 D N Aある い は線状 D N A
同士 が連結 した コ ン カ テ マ ー と 考え られ た ． ま た各紙
胞 に お い て 種 々 の コ ピ ー 数 の T R を 有 す る 線状
D NA の 形成が みら れ ， ウイ ル ス 増殖が 示唆 さ れ た ．
各細胞由来 の EB V に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た
LC L に お い て は種 々 の コ ピ ー 数の T R を有 す る ウ イ
ル ス DN Aの 形成が み られ
，
ウイ ル ス D N A と し ては
多ク ロ ー ン性 で あ っ た ． こ れ ら の 結果 か ら ， 上 皮系細
胞が保有す る ウイ ル ス 環状 D NA の T Rの コ ピ ー 数が
均 一 で あ っ た と し て も ， ウイ ル ス 増殖過程 に お い て
種々 の コ ピ ー 数 の T Rを有す る ウイ ル ス が産生 さ れ ，
そ の ウイ ル ス が 感染 し た 細胞 に お い て も ウ イ ル ス
D N Aは種々 の コ ピ ー 数の T R を有す る こと が 証 明 さ
れ た ． し た が っ て 上 咽 頭 癌組織 の E B V D N Aの
T Rの コ ピ ー 数が 均 一 で あ っ た こ と は
，
す で に 腫 瘍化
した細胞 に E B V が感染 し た の で は な く ． ひ と つ の
E B V感染細胞 が腫 瘍化 した こ と を 示唆 し て お り
，
上
咽頭癌 の ク ロ ー ン 性の マ ー カ ー と し て T R は有 用 で
あ る も の と思 わ れ た ．
B細胞系 E B V産生細胞株 で あ る B 95－8細胞 の ウイ
ル ス c c cDN A の T R の コ ピ ー 数 も 均 一 で あ り ，
T P A処理 に よ っ て ウイ ル ス 産 生 を誘導す る と ウ イ ル
ス 線状 D N Aの 形成が み ら れ た ． ま た トラ ン ス フ ォ ー
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ム した L C Lの E BV DN A は種々 の コ ピ ー 数 の T R
を保有 して い た ，
2本鎖環状 DN Aの 複製機構 と し て は ， ロ ー リ ン グ
サ ー ク ル モ デル と シ ー タ 型中間体モ デ ル が 知 られ てい
る亜1く図12ト
ロ ー リ ン グサ ー ク ル モ デ ル と は
，
以 下 の よ う な も の
で あ る ． 一 方の D N Aく＋ 鎖1 の 特定の 部位 くorigin of
r eplic atio nl に 切 断点が生 じ ， 一 鎖 を D N A合成 の 鋳
型 と して D N A合成酵素 に よ っ て 十 鎖の 3， 末端 に ヌ
ク レ オ チ ドの 付 加反応が始 ま り 十 鎖が合成 さ れ る ． 合
成が 進 ん だ ＋ 鎖 は 5， 末端 側 か ら 環状 D N Aを離 れ
くr ollo utl そ れ を鋳型 と し て 一 鎖 の 合 成 が 始 ま る ．
D N A合成が十分進 む と特定 の 部位で切断さ れ 1 単 位
の D N A が遊離す る ．
シ ー タ型 中間体モ デ ル と は ， 環状 D N Aの 形 を保持
し た ま ま D N A複製が進む も の で ． 複製開始点 に お い
て 高次 コ イ ル くs uperc oil が ほ どけ て そ こ か ら両方向
に D N A合成が進み 二 つ の 環状 D N Aが 形成 さ れ る も
の で ある ． 複製過程 に おい て電顕的に シ ー タく8I 型の
中間体 が観察 さ れ る こ と か ら こ う呼ばれ る ．
ヘ ル ペ ス ウイ ル ス の 多く は ロ ー リ ン グ サ ー ク ル モ デ
ル に よ っ て D N A複製 が進 む こ と が 知 ら れ て い る
が 瑚 ， E B V D N A の複製機構 は十分 に は解明 され て い
な い ． E B V産 生細胞 で は T P A な どに よ っ て ウ イ ル
ス D N A合成 を誘導す る と ウ イ ル ス 由来 D N A合成酵
素が誘導 され る こ とか ら ， ウイ ル ス 産生過程 に お け る
D N A複製 に は ウイ ル ス 由来 D N A合成酵素 が関与 し
て い る
亜I
． こ れ に 対 して ， ウ イ ル ス 由来 D N A合成酵
素 を特異的 に 阻害す る ア シ ク ロ ビ ル くa cyclovirl の 存
在下 で も ， B細胞 は E B Vに よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム
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E B V産生株 P 3 H R－1細胞が 保有す るウ
イ ル ス c c cD N A は ウイル ス 由来 D N A合成酵素阻害
剤 で あ る ア シ ク ロ ビル や フ ォ ス フ ォ ノ 酢酸 くpho spb．
onoa c etic a cid P A Al 処理 に よ っ て 減 少 し ， 逆 に
T P A処 理 に よ っ て 増幅 す る こ と か ら ， ウ イ ル ス 産生
過程 に お け る D N A複製は シ ー タ 型 中間体モ デ ル によ
る も の で あ ると 報告 して い る ． こ れ に 対 して ， 今 回の
実験 に お け る E B V産生細胞内 ウイ ル ス C C CD NA と
ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た細胞内 ウイ ル ス D N Aの T Rの
コ ピ ー 数 の 相違か ら ウイ ル ス 産生過程 に お け る D NA
複製機構 を検討 した ． N P C－ K T細胞 ， S61細胞内ウイ
ル ス D N A は 4コ ピ ー の T Rの み を有す るが ， こ れら
の 細胞 か ら 産生さ れ た E B Vに よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー
ム した L C L が保有 す る ウイ ル ス D N A は3 へ 一 6 コ
ピ ー の T R を有 して い た ． ま た A 2 LIA H細胞内ウイ
ル ス D N A は19コ ピ ー の T Rを有 す る が ． A 2 LIA H
細胞産生 ウ イ ル ス に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た
LCL が 保有 す る ウ イ ル ス D N A は 3〆 － 30コ ピ ー の
T Rを有 して い た ．
シ ー タ 型中間体 モ デ ル は ， 環状 D N Aが複製中間体
で あ り T Rに お い て 1箇所 ま た は 複数 の 部位 で切断
を う け線状 D N A と な り， 感 染 に よ っ て 再 び 環状
D N A とな るも の であ る ． T Rに お い て 複数の 部位 で
切断 をう け た場合 ， 種 々 の コ ピ ー 数の T R をもつ ウイ
B
＋ ＋
ll l l l l l J
Iin e a rDN A
Fig． 12． Schem es of r olling cir cle m odelくAla nd theta－ Shaped inte r m ediate m odelくBl．
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ル ス 線状 D N A が形成 さ れ る が ， そ の 両端 に あ る
T R のコ ピ
ー 数 は未処理 ウイ ル ス 産生細胞 が保有 す る
環状 D N Aの TR の コ ピ
ー 数よ り も増 え る こ と は あ り
えな い ．
これ に対 して ロ ー リ ン グサ ー ク ル モ デ ル で は ， ウイ
ル ス線状 D N A が連結 し た コ ン カ テ マ ー が複製中間体
であり ， T Rに お い て任意の 部位 で切断をうけ る こ と
によ っ て種 々 の コ ピ ー 数 の T R を両端 に 有 す る 線状
D NA が形成 され る ． し た が っ て ， こ の よ う な線状
D N A を有す る ウイ ル ス に よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム し
た L C Lで は ， 未処理 ウイ ル ス 産生細胞が保有す る環
状DN Aの T Rの コ ピ ー 数 を中心 と した種 々 の コ ピ ー
数の T R をもつ 環状 D N A が形成さ れ る ． こ れ は本実
験結果 と 一 致 す る も の で あ り ， し た が っ て E B V
D N Aの 末端構造 の解析か ら ， ウイ ル ス 産生過程 に お
ける E BV D N Aの 複製 は他の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス と 同
様に ロ ー リ ン グ サ ー ク ル モ デ ル に よ っ て 行わ れ る も の
と思わ れ た ．
また S 61細胞 で は ， 1Ud R処 理 に よ っ て ウイ ル ス 雇
生を誘導す る と線状 D N A以外 に 3 ノ ー 6 コ ピ ー の
T R を有す る ウ イ ル ス D N Aが 形成 さ れ ウ イ ル ス
D N A複製中間体と考 え られ た ． N P C－K T細胞 で も ，
エロd R処理 に よ っ て 4 コ ピ ー の T Rを有 す る も の以外
に2 また は 3コ ピ ー の T R を有 す る 中間体 が認 め ら
れ た ． し か し ， こ れ ら の 複製 中間体 は 4 コ ピ ー の
TR を有す るも の を除 い て c c cD N Aの み を抽出す る
アル カリ法 で は抽出 され なか っ た こ と か ら ， ニ ッ ク の
はい っ た環状 D N Aま た は コ ン カ テ マ ー で あ る こ と が
推測され た ． しか も こ の 中間体は ， 細胞 内 で 一 旦 形成
され た 1単位の ウイ ル ス 線状 D N A が再 び 環状化 した
ものか
，
ある い は 1単位 の線状 D N A同士 が 再度連結
した もの で あ る可能性が考 え られ た ．
ま た A 2 LIA H細胞内 ウイ ル ス D N A は も と も と
B95－8細胞由来で あ るが T Rの コ ピ ー 数 は19コ ピ ー で
あり ， B 95－8 細胞内 ウ イ ル ス D N Aが 3 コ ピ ー の
T Rを有す る こ と に 比 べ て著 しく 多数の T Rを有 して
い た ． こ れ か ら も ， 細 胞 内 で 一 旦 形 成 さ れ た 線状
D N Aが ウイ ル ス 粒子 の形成 に 関わ ら ず再 び環状化 し
てい る可能性が 示 唆 さ れ た ．
コ ス ミ ッ ド ク ロ ー ン 化 D N Aに よ る ウ イ ル ス
DN Aの 解析 で は ， E B V産生細胞 と そ の 細胞由来 の
E BV に よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム した L C L が保有 す
る ウイ ル ス D N A は T Rを除 い て同 一 の もの で ある こ
とが証明さ れ た ． ま た ， N P C－ K T， S61細胞が 保有す
る ウイ ル ス D N A は同 一 の も の で あり ， 同 じ く A 2LI
A H， B 95－8 細胞 が保有す る ウ イ ル ス D N Aも同 一 の
もの で あ っ た ．
E B Vの 生物学的活性 は ウイ ル ス 株 に よ っ て 異な り ，
多く は B 95．8 ウイ ル ス に 代表 さ れ る B細胞 ト ラ ン ス
フ ォ ー ム 活性 を も つ ． P 3 H R－1 細 胞塵 生 ウ イ ル ス
くP 3H R．1 ウイル ス1 で は トラ ン ス フ ォ ー ム 活性 は み ら
れ な い が ， EBV 持続感染細胞 である Raji細胞 に 重感
染し E Aお よび ウイ ル ス D N A合成 を誘導 で き る ． こ
れ に 対 して ， NP C． K T ウ イル ス は B細腰 ト ラ ン ス
フ ォ ー ム 能 ， 細胞溶解能 をも ち
，
さ ら に Raji 細胞 に
重感染 し E Aを誘導 で き る特異な ウイ ル ス で あ る 朋
ウ イ ル ス D N A の制限酵素地図が作成 さ れ ， N PC＋
K T ウイ ル ス は単 一 の ウイ ル ス で あ り P 3 H R－1 ウイ ル
ス に み られ る欠損不均 一 D N Aくdefe ctiv eheter oge n－
e o u sD N Aりまみ られ な い こ と が 証明され た22I． こ の よ
う に 酒 性 の 大 き く 異 な る N P C－K T ウ イル ス と
B 95－8 ウイル ス の D N Aを比 較検討 する と ， B 95－8 ウ
イ ル ス D N A の Ec oRI C断片 に 12kbの 欠損が み ら
れ る こ と 抑 以 外 に は大き な相違 はみ ら れ な か っ た ． 今
後 は ， 生物学的活性 の相違が何 に 起因す るも の で ある
か検討す る 必要があると 思わ れ た ．
今回 の 実験 に お い ては ， 成人末梢血由来 リ ン パ 球 を
ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る際に 免疫抑制剤で ある CSA を
使用 した ． 成 人 の 大部分は抗 E B V抗体陽性 で あ り ，
こ の よう な ドナ ー で はT 細胞 を除去せずに リ ン パ 球 に
E B Vを感染さ せ て も 1 へ 2週間は E13 N A陽性 B細
胞 の増殖が み られ るが ， そ の後 EB V特異的細胞障害
性 丁細胞に よ っ て B細胞は破壊 され くr egre ssionJリ ン
パ 芽球横紙胞株 は樹立化さ れ な い 叫 ． こ れ に 対 して ，
T細胞機能を特異的 に 阻害す る C S A と共 に 培養 を行
う と r egr es sio n はお こ ら な い こ と が報告さ れ た5 21531
今 回の 感染実験 に お い て も効率よ く ト ラ ン ス フ ォ ー
メ ー シ ョ ン が み られ ， C S Aの 有効性が確認さ れ た ．
また 成人 末輸血由来 L C Lの E BV D N A解析 に お い
て ， ウイ ル ス 線状 D N Aの 形 成が み られ るも の が あ っ
た ， Hu rley ら
瑚 は ， E B V感染 B細胞で は感染後10， b
14日間は線状 D N A が み ら れ るが その 後 は消失 し環状
D N Aの み み ら れ る と報告 して お り ， 今 回の 実験 に お
い て線状 DN A がみ ら れ た L C Lで はウイ ル ス 産 生が
お こ っ て い る こ と が 推測 さ れ た ． し か し ， E B Vに
よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム した B細胞内で は ウイ ル ス 複
製 は宿主細胞 に 厳格 に 制御さ れ て い るた め ウイ ル ス 産
生 はほ と ん どみ られ ず， 自然に ウイ ル ス 産生が み ら れ
る頻度は臍帯血 で は 0 旬 1 ％ ， 成人 末梢血 で は 0 旬
3％ ， マ ー モ セ ッ ト リ ン パ 球で は 0 ヘ ノ10％ で あ る1 21
こ れ に 対し て ， 今回成人 末梢血由来 L C Lの 3分 の 1
近く に ウイ ル ス 線状 D N A が み ら れ頻度 と して は か な
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り高い も の で あ っ た ． こ れ が 何 に 起 因す る も の で あ る
か は 不明 で あ る が ， in vivo で は ， 臓器 移植 の 際 の
C S A使 用 に よ る免疫抑制状態で E B Vの 活性化 が み
ら れ る こと 師 や抗 日工V 抗体陽性者に み られ る 口腔毛
様白斑症 に お い て E B V線状 D N Aの 形成 が み ら れ る
こ と か ら 卿 ， C S Aに よる 影響 も考 えら れ今後さ ら に 検
討す る必 要が あ る と思わ れた ．
結 論
上咽頭癌初代培養細胞 と ヒ トア デ ノ イ ド 由来上皮系
細胞株 との 細胞融合 に よ っ て 樹立化 さ れ た E B V産生
上皮系細胞株 NPC－K T細胞 ， N P C－ K T細胞 を サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ して 得ら れ た E B V高彦生ク ロ ー ン S 61細
胞 ， お よび B 95－8ウ イ ル ス に よ っ て トラ ン ス フ ォ
ー ム
し た ヒ ト B細胞と と トア デ ノ イ ド由来上皮系細胞株 と
の 細胞融合 に よ っ て 樹立化さ れ た E B V産生上皮系細
胞株 A 2LノA H細胞 ， さ ら に こ れ ら の 細胞 か ら産生 さ
れ た E B Vに よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム した リ ン パ 芽球
様細胞株 を用 い て ， 細 胞 内 ウ イ ル ス 環 状 お よ び 線状
D N Aの末端構造を解析 し ， E B V D N A複製お よ び
E B V感染 に伴う E B V D N A末端構造 の 変化 に つ い て
以 下の 成績 を得た ．
1 ． E B V高産生 S 61細胞で は ． IUd R処 理 に よ っ
て ウイ ル ス 産 生を誘導す る と 多核巨細胞お よ び核内封
入体 が観察さ れ た こ と か ら ， E B V は他 の ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス と 同様 に 上 皮系細胞 に お い て細胞破壊性 に 増殖
可能 で あ る こ とが 示 唆さ れ た ．
2 ． 各 E B V産生細胞 が 保有 す る ウ イ ル ス 環状
D N A の T Rの コ ピ ー 数 は 均 一 で あ っ た が ， I U d R処
理 に よ っ て種 々 の コ ピ ー 数 の T R を有 す る ウイ ル ス
線 状 D N A の形成が み られ ， それ ぞ れ の EB Vに よ っ
て トラ ン ス フ ォ ー ム した L C L で は種 々 の コ ピ ー 数 の
T R を有す る ウイ ル ス D N Aの 形成 が み られ た ．
3 ． E B V産 生細胞内ウ イ ル ス 環状 D N A と トラン
ス フ ォ ー ム し た L C L内ウ イ ル ス D N Aの T R の コ
ピ ー 数 の相違 を検討 した 結果 ， ウ イ ル ス 増殖 に 伴う 上
皮系細胞 で の E B V D N A複製機構 は D N Aコ ン カ テ
マ ー を複製中間体 と す る ロ ー リ ン グサ ー ク ル モ デ ル に
よ る も の で あ る こ と が推測さ れ た ．
4 ． コ ス ミ ッ ドク ロ ー ン 化 D N Aに よ る ウイ ル ス
D N A の解析結果か ら ， E B V産生細胞 と そ の ウイ ル ス
に よ っ て トラ ン ス フ ォ ー ム し た L C L が保有 す る ウ イ
ル ス D NA は T Rの コ ピ ー 数 を除い て 同 － で あ る こ と
が 証明さ れ た ． ま た ， N P C．E T細胞 と S 61細胞 は同
一 の ウ イ ル ス D N A を保有 し ， A 2LJA H 細胞 と
B 95．8 細胞 も T R のコ ピ ー 数 を除 い て 同 一 の ウ イ ル
ス D N Aを 保有 し て い た が ， N P C． K T ウ イ ル ス
D N A は B 9 5－8 ウイル ス D N A と は異な る も の で あっ
た ．
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